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@ Equivalent de peau. 

© ^invention concerne un equivalent de peau constftud d'un 
equivalent de derme recouvert d'un equivalent d'epiderme (26). 
L'equivalent de derme est un film forme d'un gel de collagene 
de type I renfermant des fibroblastes. L'equivalerrt d'epiderme 
comporte un equivalent de membrane basale (5a). des cellules 
(10a) de couche basale (6a) en disposition paJissadique rellees 
a TequivaJent de membrane (5a) par des hemidesmosomes 
(39), oes cellules (11a, 12a) de couches suprabasaJes (7a, 8a), 
des cellules granuleuses et des cellules aplaties et kerattnlsees 
disposees au voistnage de la surface Hbre. 
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Description 

EQUIVALENT DE PEAU. 

^Invention s rapporte a un precede d'obtentfon d'un equivalent de peau et a I'Equlvalent de p au ainsi 

5 ° b On salt que Ton cherche a obtenlr In vitro des structures cellulaJres comparables k la peau animals ou 
humalne. notamment pour pouvolr les utiliser pour des greffes a pratiquer sur des bless6s tels que des grands 
brutes. On cherche, Wen entendu, des structures ayant des similitudes aussl grandes que possible avec la 
structure de la peau humalne pour ecarter les risques de rejet de la greffe. En outre, II est possible d utiliser un 
tel materiau pour etudler les effets pharmacologlques ou cosmetlques de divers produrts et une telle EhJde 
10 donne des resultats d'autant plus flables que les ressemblances du materiau avec la peau sont plus fortes. 
[.Invention se propose done de decrire un precede qui permet (Tobtenir un equivalent de peau ayant avec la 
peau des ressemblances structures plus Importantes que celles prEsentEes par les matEriaux de ce type 
actuellement connus. , . , 

La capacite de culture des kEratinocytes dans un milieu nutritif appropriE est connue. Plus precisement, 
15 1'artlcle de F.K. Noser (publle dans The Journal of Investigative Dermatology", 87, 485-488 1986) montre la 
capacitE de culture des keratlnocytes de la galne d'un follicule de cheveu humaln. En outre, I article de AJ.M. 
Vermorken (publle dans 'Molec. Biol. Rep.' 10. 205-213. 1985) Indique que la culture des keratlnocytes de la 
galne d'un follicule plleux peut condulre a la formation d'une nappe cellulaire comportant une pluralite de 
couches qui presented une certalne differenclation, d'une facon quelque peu analogue a ce que I on constate 
20 dans un Eplderme animal ou humain. II est suggere que cette fabrication de nappe cellulalre pourrart Stre 
effectuee en utillsant comme support un equivalent de derme de type connu mals aucune precision n est 
fournle a cet egard. Au surplus, la culture en immersion, qui est dEcrite. conduit a une structure de nappe 
cenulaire presentant encore des differences sensibles avec celle d'un eplderme animal ou humain. 
U demande Internationale PCT publiee sous le numero WO 86/02273 decrit un procEdE d obtention d un 
25 Equivalent de peau qui utilise la capacite de culture des kEratinocytes et emplole. comme source de 
keratlnocytes. des biopsies de peau. Selon ce precede on obtient, par extraction acide douce, par exemple k 
partir de tendons de queue de rat. du collagene de type I que Ton maintlent en solution dans un envlronnement 
legerement acide. On cultive. d'autre part, sur un milieu de culture, des fibroblasts obtenus, par exemple, k 
partir de tlssus humains. La solution de collagene est neutrallsee par una base et additionnee d elements 
nutritlfs. Les fibrobiastes y sont aJoutEs. On a alors formation d'un gel qui se contracte suite aux interactions 
entre les fibrobiastes et les molecules de collagene. en expulsant le milieu nutrititf pour former un equivalent 
de derme. Avant que ce gel ne se contracte. on y Insere une blopsle de peau de 2 mm de diametre environ, que 
Ton posltlonne de facon que I'EpIderme de la blopsle affleure la surface du gel. On observe alors une migration 
et une multiplication des kEratinocytes issus de labiopsle a la surface de I'equivalent de derme ; les phases de 
differenclation des kEratinocytes condulsent finalement k la formation des differentes couches d un equivalent 

d tfnlelprocede presente cependant des inconvenients. On peut citer. par exemple. le fait que I'on n'obtient 
pas un equivalent de peau globalement homogene . puisque la biopsie. y compris sa partie dermique. reste 
Inseree dans I'equivalent de derme. Un autre inconvenient reside dans le mode meme de prel&vement de la 

40 blopsle, pulsqu'elle dolt Etre realisee par un medecin. qu'elle peut etre douloureuse et que des cicatrices 
vlslbles peuvent en resulter. De plus, le risque de contamination du manipulates par des agents infectleux tels 
que les virus est non negligeable. Enfln. la surface d'fequlvalent d'eplderme que I'on peut esperer obtenlr est 
limitfee par le nombre de biopsies que I'on peut prelever sur un m§me §tre humain par exemple. 
Le precede selon I'Invention remedle k ces Inconvenients, en utillsant de facon partlculiere et orig nale la 

45 capacite de culture des keratlnocytes contenus dans la galne d'un follicule pileux. Selon I invention, on 
remplace la biopsie utllisfee dans le document WO 86/02273 par un follicule pileux entoure de sa game et 
Implante sensiblement perpendlculalrement a la surface libre de I'equivalent de derme en cours d elaboration. 
On obtient alors des r6sultats tout k fait surprenants pour I'homme de mfetier en ce qui concerne la 
differenclation des keratlnocytes ; on obtient en effet un Equivalent d'eplderme. dont les ressemblances avec 

50 un eplderme humain sont absolument inattendues. Ainsi. bien que les kSratinocytes solent. dans le document 
WO 86/02273 comme dans le procSde selon I'Invention. la source de la formation d'un Equivalent d Eplderme. 
I'insertion d'un follicule pileux perpendlculalrement a la surface libre de I'Equlvalent de derme en cours 
d'EIaboration, n'est pas equivalente a celle d'une blopsle de la peau quant aux r6sultats obtenus et amellore 
ces demlers de facon notable. En outre, la structure de la nappe cellulalre. qui constltue I Equivalent 

55 d'eplderme obtenu. presente. vis a vis de la structure de la peau. des ressemblances beaucoup plus 
importantes que celles de la nappe cellulalre que I'on obtenait en cultl vant diffEremment les mSmes cellules 
de la gaine d'un follicule pileux (article de A.J.M. Vermorken prEcitE). Enfln la liaison entre les nappes 
constituEes par ('Equivalent de derm et I'EquIvalent d'Eplderme est satisfalsant et perm t un maniement 
alsE d I'Equivalent de peau. . 

60 L'EquIvalent d p au selon I'Invention ainsi constituE est blen diffErenciE. bien organisE. II st aussl Etanche 
et globalement homogdne : en effet. on peut. en cours de procEdE. retirer de I'EquIvalent de derme e (ou les) 
folllcule(s) pneux et le (ou I s) trou(s) ainsi formE(s) dans I'Equivalent d peau se rebouche(nt). 
LadiffErenciatlonatteint In vitro par I procEdE sulvant I'Invention st UEs proche de ce que I on observe In 
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vivo. On detect , notamment, la filaggrine dans la couch granul us d T6piderm , comme dans le cas de la 
peau normale. et Ton peut observer, par electrophorese. que Fa filaggrine a bien 6te obtenue par coupur d la 
profilaggrine au niveau des ponts ongopeptidlqu s. D'autr part on retrouve une disposition paiissadique de 
cellules basaies qui st notamment la consequence de Tlmplantation des follicules pileux p rpendiculalr ment 
a la surfac d Equivalent de derme en cours d'elaboratlon. 5 

On obtient en implantant un follicule pileux une surface d'equivai nt de peau sensibl m nt de meme 
importance que celle obtenue avec une biopsie ; mais on peut prelever un grand nombre de ces follicules et 
obtenir ainsl avec un m§me donneur une tres grande surface, ce qui n'est pas le cas avec des biopsies. 

L'equrvalent de peau alnsi obtenu, peut etre utilise; notamment, pour le trattement des blessures par greffe ! 
de cet equivalent de peau. Dans ce cas, le receveur et le donneur peuvent etre des §tres humalns.et le 10 
donneur du follicule pileux peut etre le meme que le receveur de Tequivalent de peau. 

L'invention se rapporte done d'abord a un procede d'obtention d'un equivalent de peau, dans ieque! : ■ 
1°) on prepare un equivalent de derme en melangeant: . 

a) des cellules contractus recoitees, par exemple, a partir de cultures monocouches reailsees sur un 
milieu nutritif ensemenc6 par des fragments de tissue animal ou humaln 75 
avec 

b) un milieu nutritif (MN1) additionne de composants de la matrice extracellulalre du derme, 

ledit melange formant un gel qui se contracte en expulsant le milieu nutritif pour former TequrvaJent de 
derme 

2°) on utilise Tequivalent de derme obtenu selon 1°) comme substrat pour un equivalent d'epiderme 20 
obtenu par ensemencement dudtt substrat avec les keratinocytes d'un explant animal ou humain et par 
maintien de conditions permettant la mumpllcatfon des keratinocytes a la surface dudit substrat, le 
developpement de cette culture de keratinocytes etant favorise par rutfllsation d'au molns un milieu 
(MN1, MN2) au contact desdits keratinocytes, caracterise par le fait que Ton ensemence le substrat au 
moyen d'au moins un foilicule pileux ou un troncon de follicule pileux extrait d'une peau anlmaie ou 25 
humaine par arrachement, ledit follicule ou troncon comportant au moins partlellement sa gaine cellulaire 
et etant implant6 dans ie substrat de facon que sa ligne longitudlnale moyenne soit senslblement 
perpendlcuiaire a la surface libre du substrat. 
On peut utiliser comme cellule contractile, des fibroblastes ; on utilise, avantageusement, comme cellules 
contractiles, des fibroblastes dermlques obtenus a partir de donneurs humains sains et recoitees, a partir des 30 
cultures monocouches, par trypsinisatlon menagee. 

On utilise, de preference, comme milieu nutritif pour ies cultures de cellules contractiles, du milieu essentiel 
minimum (MEM) ; on utilise avantageusement, comme milieu de culture contenant des composants de la 
matrice extracellulalre du derme, un milieu contenant au moins du coilagene, notamment de type I. ' 
Selon un mode pr§fere de realisation, on pr6pare Tequivalent de derme par les etapes suivantes : 35 

a) on obtient une solution faiblement aclde de coilagene par extraction acide douce a partir d'une 
source animaie ou humaine ; ce coilagene peut aussl etre d'origine commercIaJe, vendu, par exemple. par 
la socf6t6 'BIOETiCA. 

b) on melange la solution de Tetape a) avec les cellules contractiles et un milieu nutritif (MN1), on 
neutralise par addition d'une base et on coule le melange dans un receptacle plat; 40 

c) on laisse le gel ainsi obtenu se contractor pendant piusieurs Jours. 

On utilise, de pr6ference, pour le milieu nutritif (MN1), la formulation suivante : 

- de 8O0/0 a 100% en volume d f un milieu essentiel minimum (MEM); 

- de 0 0/0 a 20 0/0 en volume de serom de veau foetal; 

- de 0 0/0 a 20 0/0 en volume de serum humaln de group AB ; 45 

- de 0 0/0 a 1 % en poids de produit(s) antl-fongique(s); 

- de 0% a 10o/o en poids d'antibiotiquefs) ; 

- de 00/0 4 20/0 en poids de compose(s) energ6tisants; 

- de 0°/o a 2 o/o en poids decides amines non-essentlels. 

On peut enfoncer Hmplant dans le substrat a partir de la surface Ilbre du substrat d'une distance comprise so 
entre 0.1 et 2 mm. De preference, on obtient I'lmplant en coupant le follicule pileux arrache, senslblement 
perpendiculairement a sa ligne longitudlnale moyenne, dans la zone ou U est entoure de sa gaine cellulaire, 
pour conserver une longueur comprise entre 0.5 et 5 mm environ. Avantageusement, on coupe le follicule 
pileux au voisinage de sa base pour eilminer le bulbe. De preference, on Insere I'lmplant dans le substrat des le 
d§but de la contraction du gel, qui constitue le substrat. 55 

Avantageusement, apres I'ensemencemeht du substrat, on maintlent pendant un temps T1 le substrat 
implant6 en immersion dans le milieu nutritif (MN1), qui recouvre le (ou les) impiant(s), et on peut cholsir un 
temps T1 d'environ cinq a six Jours. 

Quand le temps Ti est explr6, on remplace avantageusement le milieu (MN1) par un milieu (MN2) que Ton 
fait affleurer a un niveau situe dans Tepaisseur de Tequivalent de derme. De pref6rence t pour assurer 60 
Taffl urement du milieu (MN*) au niveau deslr6, on place Tequivalent de derm sur un grille-support 
sur6levee par rapport au fond du receptacle et on ajuste le niveau du milieu (MN 2 ). pour que la grille-support 
sort Just recouverte mais que I milieu (MN 2 ) ne r couvre pas la face superieur de T6qurvalent d peau en 
cours d'elaboration. 

On peut utiliser, comme milieu (MN2), la formulation suivante : 65 
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- do 80o/b a 100 % en volume de mill u essentlel minlmum(MEM); 

- da OO/o a 10°/o en poids d'antibiotique(s) et/ou antl-fongique(s) ; 

- de 0 % a 20 <Vb n volume de serum animal ou humaln ; 

- de 00/o & 0,050/0 en polds d facteur(s) d crolssanc . 

5 De preference, on extrait 1'lmplant du substrat par arrach m nt a un temps T2 apres reimplantation. On peut 
choisir un temps T2 d'environ 8 a 13 Jours et on peut malntenlr 1'equivalent de peau en contact avec Ie milieu de 
culture Jusqu'a un temps T3 apres reimplantation dans 1'equlvalent de derme. On choisit avantageusement un 
temps T3 superleur aT2 et permettant un recouvremeht total du substrat par les keratinocytes developpes sur 
ledit substrat et une differentiation appreciable desdits keratinocytes. 

10 On peut ensemencer le substrat par des implants regullerement repartls et espaces les uns des autres 
d'environ 0,5 a 2,5 cm et Ton choisit de preference un temps T3 d'environ 15 jours a plusleurs mols. 

^Invention se rapporte egalement a un equivalent de peau constitue d'un equivalent de derme recouvert 
d'un equivalent d'epiderme, I'equlvalent de derme etant un film forme d'un gel de collagene de type I . 
renfermant des fibroblastes repartls tridimensionnellement dans ledit film, caracterise par le fait que 

15 1'equivalent d'epiderme comporte: 

a) un equivalent de membrane basale constitue par un depdt en couche de Iaminine.de fibronectlne, de 
collagene de type IV et d'antigene de la pemphlgoTde bulleuse; 

b) des cellules de couche basale en disposition pafissadique reliees a 1'equivalent de membrane selon 
a) pardeshemldesmosomes; 

20 c) des cellules de couches suprabasales, qui, des la premiere couche suprabasaJe, contlennent de la 

keratine baslque de 67 kDa et de la keratine acide de 56,5 kDa; 

d) des cellules granuleuses qui contlennent des grains de ktratohyallne, de I'involucrlne, de la 
transglutaminase et de la fliaggrlne ; 

e) des cellules aplatles et keratinlsees disposees au voisinage de la surface libre, donnant, apres 
25 extraction au dodecyl sulfate de sodium et au 2-mercapto ethanol, des enveioppes cornees, 

caracteristlques des corneocytes, les cellules des drfferentes couches etant reliees entre elies par des 
desmosomes. 

^Invention se rapporte enfln a un equivalent de peau, caracterise par le fait qu'il est obtenu par le procede 
ci-dessus decrit 

30 Afin de mleux faire comprendre I'objet de Invention, on va en decrire ci-apres, a titre d'exemple purement 
illustratif et non limltatif, un mode de mise en oeuvre represents sur Ie dessin annexe. 
Surcedessin : 

- la figure 1 est une coupe partielle d'un echantillon de peau (notamment de cuir chevelu) dans lequel 
est plante un f olllcule pileux (notamment un cheveu) ; 

35 - la figure 2 represente le cheveu de la figure 1 arrache hors de Pechantillon de cuir chevelu ; 

- la figure 3 montre un equivalent de peau en cours d'elaboration, immerge dans un milieu nutritif ; 

- la figure 4 montre I'equivalent de peau de la figure 3 mis au contact de fair dans une phase ulterieure 

- la figure 5 est une coupe partielle de Equivalent d'epiderme d'un equivalent de peau selon Tlnvention. 
Sur la figure 1 on voit un echantillon de peau, notamment de cuir chevelu, reference 1 dans son 

40 ensemble dans lequel est plante un folllcule pileux Z Le folllcule se developpe a partir de i'epiderme 

deslgne par 3 dans son ensemble. L'epiderme est separ6 du derme designe par 4 dans son ensemble par 
une membrane basale 5. On distingue dans feplderme quatre nlveaux, qui sont, en partant de la 
membrane basale vers Texterieur de la peau, la couche basale 6, la couche de Malpighi 7, la couche 
granuleuse 8 et la couche com6e 9. 

45 L'epiderme est constitue a 95 o/o de cellules nom mees keratinocytes. Ces keratinocytes subissent une 

differendation depuis la couche basale jusqu'a la couche comee. La couche basale 6 est constitute d'un 
seul niveau de k6ratinocytes 10. de forme sensiblement parallellpipedique ; ces cellules ont un grand axe 
sensiblement perpendlculalre a la membrane basale 5 et sont reliees a cette demiere par leur base grace 
a des hemldesmosomes 39. U couche de Malpighi 7 est constitute essentiellement par un empilement 

50 de couches de keratinocytes polyedriques 11. Entre la couche de Malpighi 7 et la couche com6e 9, se 

situent 2 ou 3 couches de keratinocytes aplatis 12 constituant la couche granuleuse 8. Enfin, la couche 
comee 9 se compose d'un empilement de cellules sensiblement hexagonales 13, mortes, aplaties et bien 

ordonnees. a ^ 

Le derme 4 comporte des fibroblastes 14, noyes dans une matrice extracellulaire 15 composee de 
55 macromolecules telles que des collagenes, des mucopolysaccarldes. des glycoaminoglycanes ou de la 

fibronectine. 

Ie cheveu 2 se compose d'un corps 16, dont la partie plantee dans Teplderme se termlne par un bulbe 
17. Le bulbe 17 presente, a sa base, une cavltd 18 qui contient des papilles dermiques 19, et qui s'ouvre 
sur le derme par un orifice 20. Une partie de la membrane basale 5 de l'epiderme enveloppe partiell ment 
60 le corps 16 du cheveu 2, ainsl que le bulbe 17 et se lie a c demler en lalssant ouvert i'orifice 20. Cette 

partie de la membrane basale constitue alnsi une gaine 21 delimltee exterieurement par des keratinocytes 
10 de la couche basale et renfermant entre cette couche et le chev u, des keratinocytes polyedriqu s 11 
de la couch de Malpighi. 

Une des 6tapes du proced6 consiste a prdparer un implant constitue d'une parti du cheveu 2. Cett 
65 preparation s'eff ctue comme suit : le cheveu st preleve facilement sans douleur et sans risqu 
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dMnfectlonaralded'unepinceparexemp! .Cett operation n necesslt aucun qua liflcatfon medicate • 
un te! cheveu arrache est represents sur la figure 2. 

Lors de cett extraction d Hmplant, la gain 21 se separe d la couche basale envfronnante par 
rupture d ladit couch . Deux cas peuvent alors s produir : ou bien, lors d Pextraction, la couch 
basale se rompt au niveau du bulbe et Ton extrait alors unlquem nt le corps 16 du cheveu, la gains 21 
r stant dans I'epiderm 3 ; ou bien la membran basale se rompt au-dessus du bulb , notamment au 
niveau de la Jonction derme/epiderme, et Ton obtlent alors un cheveu, dont la partie Inferieure est 
enveloppee dans la galne 21. Seule cette deuxleme eventuate est retenue dans Tetape de prepe/atlon'de 
Pimplant ; les cheveux ou les polls arrach6s sans gaine ne sont pas utilises. Si les papilles dermiques sont 
restees dans I'eplderme 3 lors de I'extraction, le cheveu 2. One fols preleve, ne contierit ni fibroblaste nl 
contaminant dermique quelconque, ces demlers etant en fait des elements genants dans una culture 
Par ailleurs, les papilles dermiques pourront eventuellement redonner nalssance a un cheveu et recreer 
une galne 21 contenant des keratinocytes 10 et 11. Le folllcule pileux represents done une source 
pratlquement Infinle de keratinocytes. 

On coupe ensulte le cheveu arrache, sensiblement perpendlculairement a sa ligne longitudinals 
moyenne, dans la zone ou II est entoure de sa gaine 21 , aux endroits A et B reperes sur la figure 2, tete que 
B se trouve au-dessus du bulbe et A au-dessus de B. pour conserver une longueur AB comprise entre 0 5 
et 5 mm environ. 

On ellmlne ainsi le bulbe 17 car, d'une part, rextremit6 molle pourrait fitre genante dans la suite du 
proced6 comme expHcit6 cl-apres, et, d^utre part, on elimine ainsi tout risque de contamination par des 
papilles dermiques qui seralent restees au niveau du bulbe. On obtlent alors un Implant 22 pret a etre 
utilise. 

Parallelement a cette preparation de rimplant 22, une autre etape du procede conslste en la 
preparation d'une structure equivalente au derme 4 que Ton nommera dans la suite un equivalent de 
derme. Cette preparation se realise, de facon connue, comme indique cl-apres. 

^ On preleve sur des donneurs humains des fragments de tissu cutane comprenant du derme et de 
replderme. Ces fragments sont disposes dans une boite dans un milieu de culture qui est du "Milieu 
Essentiel Minimum* (MEM) vendu, par exemple, par la Sodete SEROMED, et dont une composition 
classique est donnee dans le tableau I cl-apres. 
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Les flbroblastes du derme qufttent alors le tissu cutanS et se multlplient en monocouche sur le fond de 
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ia boite. 

On prepare, d'autre part, una solution faiblement acide d collagene de type I, obtenue par extraction 
acide douce a partird tendons de queu derat. 

On melange ensuite cette solution faiblement acid de collagene avec des fibroblastes, cuitives en 
monocouche comme indique precedemment et recoltes par trypsinlsatiori menagee a partir de cultures 
subconfluentes ou confluentes, en presence d'un milieu nutritif (MN1), ayant la composition suivante : 

^a9Wb en volume de MEM; 

- 100/b en volume de serum de veau foetal ou 10 Wo en volume de serum humaln AB ; 
- 1 o/o en poids d'acldes amln6s non-essentiels (Indlques dans !e tableau II ci-apres). 



TABLEAU II 
ACIDES AMINES NON-ESSENTIELS 



Corposants 


Guantites 
en mx/l 


L-Alariine 


6,90 


L-Asparagine. H2O 


15, CO 


Acide L-Asparticue 


13 ,20 


Acide L-Glutamique 


i«,70 


L-Glycine 


7,50 


L-Proline 


11,50 


L-Serine 


10,50 



-1COU/mldep6nIcliline 
- 100u.g/ml de streptomycine 
-2,5u£/mId'amphot6riclne B 
- 1 mM de pyruvate de sodium 

On neutralise le melange avec de la soude 0,1 N et on le coule dans un r6ceptacle plat 23 comme 
represents sur la figure 3. Le melange prend en gel tres rapidement. 

Suite aux Interactions entre ies fibroblastes, qui sont des cellules contractiles, et ies fibres de 
collagene contenues dans le milieu nutritif gelifie, le volume du gel dirnfnue, le milieu nutritif est expulse et 
un equivalent de derma 24 se forme. On laisse cette contraction du gel s'effectuer pendant quelques 
jours ; le volume du gel se reduit d'au molns vlngt f ols. 

Les fibroblastes ne constituent pas Ies seules cellules contractiles utillsables. On pourralt aussi utlliser, 
par exemple, les cellules des muscles lisses. les cellules des muscles strtes ainshque celles du muscle 
cardiaque ; on peut aussi citer les plaquettes sanguines. 

De m6me, si Ton a utilise, dans cet exemple, une solution de collagene de type I comme composant de 
la matnce extracellulaJre de derme, fl exlste cependant plusieurs collagenes, qui cohvlennent pour la 
^constitution d'un equivalent de derme ; ces collagenes doivent, de preference, elre faits de molecules 
completes pdssedant encore leurs telopeptldes. Le collagene de type I fait partie de ce groupe mals on 
peut citer egalement le collagene humaln extralt du placenta apres digestion enzymatlque partlelle. 

La preparation du gel, qui forme I'equrvalent de derme 24, etant achev6e, on entame aiors I'etape 
suivante du proc6de, qui est I'epldermisation de cet equivalent de derme. 

L'lmplant 22, obtenu comme Indique precedemment, est insert dans le gel pendant Ies premldres 
minutes de contraction, de facon que sa llgne longltudlnale moyenne sort sensiblement perpendlculaire a 
la surface libre du gel. C'est dans cette phase d'lnsertlon de l'lmplant 22 que le bulbe du folHcule pileux 
peut etre genant car sa partie molle ne facilite pas rinsertlon. C'est pourquol if esfpreferable de couper le 
bulbe dans la preparation de l'lmplant. 

Durant la phase de contraction du gel, qui va donner naissance a I'equrvalent de derme 24, l'lmplant 22 
se retrouve soiidement t nu en place dans le g I. On a represents sur la figured un equivalent de derme 
24 dans lequ I sont Inseres plusieurs implants 22. En effet II est possible d'ensemencer i'equrvalent d 
derme en cours d'elaboratlon par des Implants reguilerement repartls et espaces par exemple les uns 
des autr s d' nvlron 0,5 a 2,5 cm. Apres c t ens mencement, bn-jnaJntfent pendant 5 a 6 Jours 
I'equrvalent de derme 24 en immersion dans le milieu nutritif 25 (MN1). Ce mill u de cultur 25 recouvr 
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les Implants comma represents sur !a figure 3. P ndant cette phase, la multiplication des keratinocytes 
des gaines 21 des Implants debute, et on asslste alors, a partir des Implants, a un mouv ment radial et 
vertical des keratinocyt s a la surfaced Pequival ntde derme 24. 

Cette migration des keratinocytes va condulre, au t rme de Tepidermlsatlon, a la formation sur 
Tequivalent d derme d'un equivalent d'epiderme 26. 

L'ensemble (equivalent de derme 24/equivalent d'epiderme 26) va done constrtuer un equivalent de 
peau 27. 

A la fin de cette periode de 5 a 6 jours, on rempiace le milieu (MN1) par un milieu 29 (MN2) ayant la 
formulation sulvante : 

- 85a900/o en volume de Milieu Essentlel Minimum (MEM) 

- 0 a IWo en polds oTantibiotiques (penicillins, streptomycine, amphotericin B) 
- 10 o/o en volume de serum animal ou humaln 

-0a0,05% en polds de facteurs de crolssance (facteur de croissance epldermlque, hydrocortisone, 
toxine cholerique). ne% 

Dans le mime temps, Tequivalent de peau 27 est dispose sur une griDe d acier Inoxydable 28 reposant 
sur le fond du receptacle 23. La grille malntient Tequivalent de peau sureleve dans la boTte de culture 23, 
au volslnage de Tlnterface air-liquide, te! que represents sur la figure 4. Le niveau du milieu MN2 est 
ajuste de telle sorte que la grille-support 28 soft juste recouverte mais que le milieu MN 2 ne recouvre pas 
la face superieure de Tequlvalent de peau 27 en cours d'elaboratlon. Le fait de placer alnsi Tequlvalent de 
peau en cours d'elaboratlon au contact de Fair et d'assurer PaBmentation des keratinocytes par 
Tequivalent de derme, favorise la differentiation des keratinocytes et done la formation d'un equivalent 
d'epiderme bien structur6 . 

Apres 8 a 13 Jours, les Implants sont retires tandis que Tequlvalent d'epiderme en formation reste sur 
I'equivalent de derme. Le diametre des Implants etant tres faible, de Tordre de 0.5 mm environ, les trous 
r6sultant de Textraction des Implants hors de I'equivalent de peau se rebouchent et on obtlent done un 
equivalent de peau globalement homogene, sans trou, et etanche. 

Une fois les implants 22 retires, on ialsse Tequlvalent de peau 27 en cours d'elaboration au contact du 
milieu MN2 pendant un temps permettant un recouvrement total de Tequivalent de derme par les 
keratinocytes developpes sur ce dernier. La crolssance de Tequlvalent d'epiderme est mesuree en 
colorant la couverture epithellaie au bleu du Nil en solution aqueuse a 1/10000 et en mesurant la surface 
de Tequivalent d'epiderme. 

La surface d'un equivalent de peau 27 varie en fonction du nombre d'implants inserts dans I Equivalent 
de derme et en fonction de la surface de celul-cl. Ainsi, avec un seul implant, d'un diametre d'environ 0,5 
mm, on obtient un equivalent de peau d'une surface d'environ 1 cm 2 au bout de 10 a 12 jours . On peut 
bien entendu obtenir une surface beaucoup plus grande en ensemencant Tequivalent de derme par des 
implants regulierement repartls et espaces les uns des autres d'environ 0,5 a 2,5 cm par exemple. 

Lorsque cette phase d'epidermlsation est termin6e, on obtlent Tequivalent de peau 27, dont on a 
represents sur la figure 5 une coupe partieile de Tequlvalent d'epiderme 26. Classlquement. cette coupe a 
6te falte apres coloration a Themalun - phloxine - safran. 

L'equivalent de peau 27 obtenu sulvant le mode de realisation decrlt cl-dessus, est done constitue d un 
equivalent de derme recouvert d'un equivalent d'epiderme 26, Tequivalent de derme etant un film forme 
d'un gel de collagene de type I renfermant des fibroblastes repartis tridimensionnellement dans le film. 
L'equivalent d'epiderme 26, repr6sente sur la figure 5, comports un equivalent de membrane basale 5a. 
constitue par un depdt en couche de laminine, de fibronectine, de collagene de type IV et d'antlgene de la 
pemphigoide bulleuse. Au-dessus de cet Equivalent de membrane basale, on trouve des keratinocytes 
10a en disposition palissadique relies a Tequlvalent de membrane par des hemidesmosomes 39 : on 
retrouve done un equivalent de couche basale 6a. On observe egalement des cellules progressivement 
differenciees depuis les cellules 10a de la couche basale 6a jusqu'a des cellules aplaties 13a disposees au 
volslnage de la surface libre, les^cellules des differentes couches 6tant reilees entre elies par des 
desmosomes 30. L'equivalent de couche comee 9a alnsi que les equivalents des couches de Malpighl 7a 
et granuleuse 8a, sont tres semblables aux couches reelles de la peau humalne. 

On trouve, d'autre part, dans les keratinocytes de Tequivalent d'epiderme 26, des fibres de keratfne 31 
et Ton constate que la keratine baslque de 67 kDa, qui est un marqueur de differenciatlon terminals 
normalement absent dans les cultures de Tetat de la technique et dans les follicules de cheveu 
fraTchement preleves, est synthetis6e de fapon normale dans les couches suprabasales 7a et 8a de m§me 
que son partenalre, la keratine aclde de 56,5 kDa. De plus, cette keratine de 67 kDa est detectee dds la 
premiere couche suprabasale 7a comma dans une peau normale. 

La filaggrlne est aussl presente dans Tequivalent d'epiderme 26 ; on la detecte dans Tequlvalent de 
couche granuleuse 8a ; eile resulte de la maturation proteolytlque de son precurseur, la profilaggrine. Par 
6Iectrophorese par exemple, on peut voir que cette filaggrlne est convenablement coup6e au niveau des 
ponts ollgopeptldiques de la profilaggrine. Le pr cede selon Tlnventlon, permet done la maturation de la 
profilaggrine dans d s k6ratinocytes humains. 

L'equivalent d'epiderme 26 ainsi reconstitue est done bien differencie t bien organise. II est egalement 
uniforme du point de vue de Tepalsseur et d Tetat de differenciatlon. 
Enfin, Tadherence equivalent de derme/equlvalent d'epiderm est xcellente. Eil permet done un 
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manipulation aiseed I'equfvalentd peau 27 alnsi forme. 



Rev indications 



1- Equivalent de peau (27) constitu6 d'un equivalent de derme (24) recouvert d'un equivalent 
d'epiderme (26), Equivalent de derme etant un film forme d'un gel de collagene de type I renfermant des 
fibroblastes (14) repartls tridlmensionnenement dans ledit film, caractertse par le fait que Tequivalent 10 
d'eplderme (26) comporte : 

a) un equivalent de membrane basale (5a) constitue par un depot en couche de lamlnine, de 
fibronectine, de collagene de type IV et d'antigene de la pemphlgolde bufleuse ; 

b) des cellules (10a) de couche basale (6a) en disposition palissadique, rellees a I'equlvalent de 
membrane (5a) selon a) par des hemidesmosomes (39) ; 

c) des cellules (11a ; 12a) de couches suprabasales (7a ; 8a). qui, des la premidre couche 
suprabasale (7a), contlennent de la keratine basique de 67 kDa et dela keratine aclde de 56,5 kDa ; 

d) des cenules granuleuses qui contlennent des grains de keratohyaline, de rinvolucrine. de la 
transglutaminase et de la filaggrine ; 

e) des cellules aplaties et keratinlsees dlsposees au volsinage de la surface libre, donnant, apres 20 
extraction au dodecyl sulfate de sodium et au 2-mercapto ethanol, des enveloppes comees, 
caracteristiques des comeocytes, les cellules des diff6rentes couches etant rellees entre elles par 
desdesmosomes. 
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